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DISTROFINA NA DIFERENCIACAO DAS DISTROFIAS
DE DUCHENNE E BECKER

ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO COMPARADO COM O ESTADIO CLINICO,
ENZIMAS SERICAS E BIOGPSIA MUSCULAR

LINEU CESAR WERNECK * — EDUARDO BONILLA %%

RESUMO — TForam estudados 55 casos de distrofia muscular progressiva (34 Duchenne, 12
Duchenne com distrofina residual e 9 Becker), comparando idade, época de inicic e tempo
de sintomas, graduacio na escala de Vignos e Archibald, nivels de enzimas séricas e pre-
senca de distrefina nas bidpsias musculares por imunofluorescéncia. A  intensidade dos
sintomas, gravidade do quadro clinico, proliferacio de tecido cunjuntivo endomisial e infil-
tracio por tecido adiposo estio inversamente relacionadas i quantidade de distrofina pre-
gsente nas biépeias e, diretamente, 3 presenca de fibras hipertréficas e fibras angulares
escuras atréficas. Nos comentirios sio abordados alguns aspectos sobre a diferenciacio da
distrofia muscular de Duchenne e Becker, a distrofina residual nos casns de Duchenne & a
importineia do teste para o diagnéstico adequado.

Dystrophin in the differentiation between Duchenne and Becker musculay dystrophies: am
immuneofluorescence study of dystrophin in muscle biopsies rolated with the elinieal stage,
gerum emzymes and histolegical findings.

SUMMARY — Study of 55 eases of progressive muscular dystrophies (3¢ Duchenne, 12 Duchenne
with residual dystrophin and 9 Becker patients) comparing age, age @at the initial symptoms,
duration of symptoms, levels of gerum enzymes, degree of diszability measured by the Vignos
and Archibald scale, and the type and amount of dystrophin found in the muscle biopsies by
immunofluorescence. Statistical analysis showed a tendency of the symptoms and progression
of disease to be related with the low quantity of dystrophin in the biopsies. There was no
difference in the parameter analysed between the Duchenne patients with and without residual
dystrophin, as well as the Duchenne 'with residual dystrophin and Becker patients. 7There
was an inverse relation with the amount of dystrophin and the endomysial connective tissue
and fatty infilration, and a direct relation with hypertrophic fibers and atrophic angulated
fiberg in the NADH-tetrazolium reductase. In the comments a discussion is made aboul the
difficulties in differentiate Duchenne and Becker dystrophies, the cases with residual dystro-
phin and the importance of the correct diagnosis,

A determinac@o do locus do gene da distrofia muscular progressiva de Duchenne
permitiu identificar o respective produto, uma proteina de 400 kilodaltons que foi
chamada distrofina, existente em pessoas normais e associada as triades do sistema
sarcotuoular 16131618 A distrofina foi detectada nas membranas externas das fibras
musculares estriadas e lisas, bem como em mneurdnios cerebrais e da medula espinhal 3.12,
A heterogneidade das apresentac¢fes clinicas e a variacdo da intensidade dos sintomas,
em formas mais benignas como a distrofia muscular de Becker, parecem estar rela-
cionadas ao nivel ¢ intensidade das delegfes que ocorrem no DNA dos pacientes 8.8.18,
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A fim de verificar se existe relagdo entre a quantidade de distrofina presente
nas membranas das células musculares e ¢ grau de envolvimento clinico dos pacientes,
realizamos a presente investigacdo.

MATERIAL E METODQOS

Foram estudados 56 pacientes com diagnéstico de distrofia muscular progressiva, sendo
inicialmente caracterizados 39 como tipo Duchenne ¢ 16 como Becker, tendo como critérios
diagndsticos a histéria, exame neurolégico, dados laboratorinis, eletromicgrafia e bidpsia
muscular, processada conforme téchicas em uso corrente em Rkosso laboratdrie 24,25 Para o
estudo, foram selecionadas as varidveis: idade nra época da investigagis, idade e duracao
dos sintomas Fpercebidos pela [amilia, dosagens de enzimas séricas em nimero de vezes
aumentada em relacfio ao limite superior da normalidade e grau na escala de Vignos e
Archibald (Tabela 1).

Tempo Idade Esc
Caso Idade doenga inicio CK LDH ALD TGO TGP V-A
DUCHENNE

1 3.00 1.75 1.25 67.00 4,00 11.C0 1.00 0.00 1

2 3.74 1.00 2.74 58.70 6.20 0.60 2.30 3.00 1

3 4.00 4,00 0.00 57.20 3.30 11.30 5.20 11.5Q 3

4 4.20 1.20 3.00 60,00 6.00 13.00 1.00 2.00 3

5 4.50 1.50 3.00 171400 18.00 3

6 4.58 4,37 021 25.00 10.00 28.00 5.00 11.00 2

7 4.67 4,00 0.67 114.50 6.80 6.40 10.70 2

8 .00 1.00 4.00 31.0¢ 1.00 2.00 3.00 2

9 5.00 1.00 4.00 117.00 9.00 15.00 4.00 4.00 3
10 5.00 3.00 2.00 61.75 3.02 10.29 2
11 6.00 2,00 4.00 24.90 1.9 6.40 4.00 5.00 2
iz 6.10 4.00 2.10 9.00 1.17 0.17 2.32 0.00 3
13 6.30 5.25 1.08 24.00 4.00 1.00 2.00 3
14 6.83 5.00 1.83 100.00 5.00 10.00 3.00 3.00 3
15 6.90 4,90 2.00 115.40 6.40 24.10 11.60 8.50 3
16 7.00 3.5 3.75 50.00 10,00 5.00 2.00 5.00 3
17 7.00 5.00 2.00 38.00 4.00 1.00 1.00 1.00 4
18 7.08 6.00 1.08 18.33 1.86 11.90 0.99 .99 5
19 7.28 5,75 2.00 26,30 2.80 3.30 1.40 2,60 3
20 §.00 1.00 7.00 36.30 0.70 9.00 1.00 3.50 3
21 8.00 5.00 3.00 19.10 0.20 4.00 1.00 0.00 4
22 8.00 6,60 1.50 50.00 0.00 0.00 1.00 4
23 8.00 7.00 1.00 22,00 4.00 5.00 4.00 4.00 [
24 8.18 5.16 3.00 20.66 0.45 1.51 0.99 ¢.99 4
25 8.42 4.00 4.42 56.10 4.51 15.40 1.50 3.50 3
26 8.92 0.25 8.68 10.00 1.00 1.00 2.00 3.00 7
27 9.08 2.08 7.00 7.00 4.00 2.00 0.00 5
28 10.00 5.00 5.00 7.20 0.00 1.90 0.60 0.80 7
20 10.74 3.00 7.74 50.00 10.60 3.00 0.00 0.00 5
30 11.00 6.00 5.00 20.00 3.00 3.00 1.00 1.00 7
31 11.74 5.00 3.00 3.00 0.00 L.00 7
32 13.33 12.00 1.33 3.00 1.00 2.00 7
33 15.50 8.50 7.00 4.70 0.00) 2.70 0.20 .50 7
34 16.00 12,00 4.00 0.00 0.00 B

Média 7.62 4.29 3.22 44.94 3.73 7.46 2.21 2.99 3.97
SD + 317 2,85 2.26 40.15 3.05 7.06 2.40 3.30 1.96

Tubela 1 — Dados clinicos, enzimas séricas (CH, creatinakinuse; LDH, desidrogenase ldetica;
ALD, aldolase; TGO, transaminase glutdmico-oxalacética; TGP, Ilransaminase glutdmico-
-pirivica) e grauw de incepacidade na escala de Vignos-Archibald (Ese V-A) em: 34 casos
de distrofic muscular de Duchenne (DUCHENNE), casos 1 w 34; 12 casos de disirofie
muscular de Duchenne com disirofina residual (DUCHENNE COM DISTROFINA RESI-
DUAL), casos 35 a 46, 9 casos de distrofia muscoular de Becker (BECKER).
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Tempo Idade Esc
Caso Idade doenga injcio CK LD ALD TGO TGP V-A

DUCHENNE COM DISTROFIA RESIDUAL

35 5.90 0.58 5.38 14500 5.00 22.00 11.00 4,00 3
36 7.0G 2.00 5.00 50.50 1.60 15.30 1.30 3.00 3
37 7.00 5.50 1.50 39.70 2.12 4,48 1,65 4,37 3
38 8.00 1.00 7.00 7.00 3.00 10.00 1.00 1.00 3
39 8.00 6,00 2,00 15.00 5.00 8.00 1.00 0.00 3
10 9.00 2.00 7.00 53.00 4.00 6.00 3.00 4.00 3
41 9.00 3.00 6.00 29.00 3.00 6.00 4.00 2.00 4
42 $.00 8.00 1.00 28.00 1.00 6.00 0.00 0.00 -
43 9.08 3.08 5.00 47.00 3.00 9.00 1.00 1.00 3
44 9.88 5.00 4.88 17.00 2.00 8.00 3.00 2.00 8
45 13.58 5,00 4.58 34.26 0.76 4.48 0.96 .40 6
46 15,66 12.00 3.66 & Q0 1.00 2.00 1.00 1.00 8
Meédia 9.26 4.96 4.50 39.79 2.61 8.44 3.40 1.90 4.33
5D + 2.78 3.51 2.06 37.86 1.49 5.43 2.94 1.60 1.97
BECKER
47 3.25 1.00 2.25 15.70 1
48 3.50 1.50 2.00 33.73 1.54 6.38 1.4 1.30 3
49 6.42 3.00 4.43 8.00 2.00 1.00 0.00 0.00 3
50 10.00 1.00 9.00 45.40 L.0D 11.20 10,00 6,00 2
51 11.66 6.66 5.00 §.00 1.00 2.00 2,00 2.00 3
52 13.00 5.00 8,00 24.30 0.60 1.00 0.00 3
53 14.00 12.00 2.00 6.40 0.30 1.20 0.80 0.00 4
54 20.00 20.00 18.00 6.73 0.00 3.51 .00 0.00 2
55 27.00 25.00 2.00 7.00 1.00 0.00 0.00 .00 3
Média 12.08 8.35 5.85 17.25 0.93 3.61 1.97 1.16 2.67
SD = 7.73 8.83 5.27 14.23 0.64 3.95 3.35 2.10 0.87
Tebele 1 — Continuagdo.

A deteccds da distrofing por método immuno-histoquimico fei realizada em cortes histo-
logicos de bidpsias musculares armazenadas em nitrogénio ligilide, com espessura de 4
micra, colhidas em laminulas, previamenie preparadas com poli-D-lisina. Essas secgdes foram
incubadas com anticorpos policlonais antidistrofina de ovelha, obtide pela fusio de proteina
correspondente aos amino-Acidos 407-815 (60 kDa) da moléculs da distrofina, Esse gnticorpo
foi diluido a 1:1000 em uma solucdce tampdo de cloreto de addio e fosfato de sdédio e 1%
de albumina bovina durante duas horas. Apds, as seccdes forvm lavadas trés vezes durante
& minutos com a solucdc tampdc sendo, em seguida, incubadus com imunoglabulina biotili-
nilada IgG anti-ovelha diluida a 1:100, por 30 minutos. Novamente lavadas trés vezes
durante 5 minutos com a solucio tampdo e incubadas com fluorescelna-streptavidina diluida
a 1:250 por 30 minutos. Novamente lavadas com solugiie tampio por trés vezmes durante §
minutos, montadas em glicerina ¢ realizada leiturs com microscépio para imunofluorescéncia,
com epi-iluminzcdio. Sempre foram realizados controles incubados com =oro néo imune, solu-
gio tampfic salina de fosfato e 1% de albumina bovina 1,3. Ccnforme a intensidade e tipo
de imunofluores¢éncia encontrada, as biépsias foram classificadas em: 0. auséncia de imuno-
flucreseéneia (Fig. 1); 1. parcial difusa com pontos ou raras fibras com fluerescéncia
positiva (Fig. 2); 2. distrofina presente na maioria das fibks, mas com falhas focais im-
portantes ou fibras iscladag sem distrofina (Fig. 3); 3. falhas focais discretas, distrofina
presente em todas as fibras (Fig. 4); 4. normal.

As alteracies foram relacionadas com diversos dados da histéria cliniea e laboratorial,
utilizando testes t de Student, qui-guadrado e <plottings» para verificar a curva de tendéncia
das anormalidades.



Fig. 8 (no alto) — Imunofluorescéncia para distrofina em paciente com distrofia muscular de
Becker, com falhas focais da fluorescéncia em grande mimero de fibras, 400X.

Fig. 4 (em baixo) — Imunofluorescéncia para distrofina em paciente com distrofia muscular
de Becker, mostrando falhas pequenas e grandes isoladas da fluorescéncia mas membranas
das fibras musculares, 400X.
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RESULTADOS

Na andlise dos 58 caso®, a imuncfiuorescéncia estava tetalmente ausente em 34 e
ocorria; somente em raras fibras isoladaz com forte intenzidade, em 4; em raros grupos
de fibras com forte imunofluorescéncia, em 3; reducfio difusa, em 3; ccasionais fibras com
imunofluorescéncia fraca ou parcial, em 2; em 9 casos existiam talhas focais no sarcoplasma
em todas as fibrag com imunofluorescéncia de forte intensidade (Tabela 2). Baseados nesses
dados, reclassificamos os pacientes tendo como parimetro a andlise quantitativa, colocando:
o8 que ndoc possuiam distrofina, come distrofia muscuiar de Duchenne; o3 que apresentaram
minima fluorescéncia ou com raras fibras presentes, na categoria de (distrofia muscular de
Duchenne com distrofina residual; os que apresentavam distrofina de forte intensidade com
faibas focais, como distrofia muscular de Becker.

Com esses dados e estando os doentes reclassificados, estatisticamente nfio notamos
diferenca entre o8 grupos de Duchenne e Duchenne com distrofina residual em todos os
pariametros clirjcos analisados, Foram estatisticamente significentes entre os Duchenne e
Becker, a média de idade na época da avaliagio (p<0,05), tempo de sintomas (p< 0.05).
idade de inicia> dos sintomas (pg 0,05}, CK (p<0,06) e LDH (p<{0,05). Entre os Duchenne
com distrofina residual e Becker, notamos relegéio estatistica com a desidrogenase ldctica
(p<0,01) e escala de Vignos e Archibald (p<0.068). Comparinde aos resultados inicigis da

Concordancia Imunofluoresecéncia para Distrofina
Caso com hidpsia (Padrio encontrado)
DUCHENNE
1 Sim Ausente
2 Sim Ausente
3 N&ao Ausente
4 Sim Ausente
5 Nio Ausente
6 Sim Ausente
7 Sim Ausente
8 8im Ausente
9 Sim Ausente
10 Nao Ausente
11 Sim Ausente
12 Nao Ausente
13 Nao Ausente
14 Sim Ausente
15 Sim Ausente
16 Sim Ausente
17 Sim Ausente
18 Sim Ausente
19 Na&o Ausente
20 Sim Ausente
21 Sim Ausente
22 N&o Ausente
23 Sim Ausente
24 Sim Ausente
25 Sim Ausente
26 Sim Ausente
27 Sim Ausente
28 Sim Ausente
29 Sim Ausente
30 Sim Ausente
31 Sim Ausente
32 Sim Ausente
33 Slm Ausente
34 Nao Ausgente

Tabele 8 — Concorddncia entre o diggndstico pelos dados clinicos, bidpsic muscular e tipo de
padrdo encomtrade para distrofing nos oasos de distrofia muscular de Duchenne (DU-
CHENNE), distrofia muscular de Duchenne com distrofina residual (DUCHENNE COM
DISTROFINA REBIDUAL) e distrofic muscular de Becker (BECKER).
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Concordancia Imunofiyorescéneia para Distrofina
Caso com bidpaia (Padrfo encontrado)

DUCHENNE COM DISTROFIA RESIDUAL

35 Nio Ocasionaiz {ibras com reacgiio fraca

46 Sim Grupos de fibras com reacdo forte

1) Sim Fibras isoladas com reagido forte

38 Sim Grupos de fibras com reagéo forte

49 Sim Fibras isoladas com reacfio forte

40 Sim Fibras isoladas com reacdo forte

41 N&o Grupes de fibras com reacdo forte

42 Sim Fibras isoladas com reacdo forte

443 Sim Redugdo difusa da reacio

44 Sim Redugio difusa da reacéo

45 Sim Neducio difusa da reagio

46 Sim QOcagionais fibras com reagfio fraca
BECKER

a7 Nao Falhas focais . Reaclio em todag as fibras

48 Niéo Falhas focais - Reac¢ho em todas as fibras

49 Nio Falhas focais - Reacfio em todas ay fibras

50 Sim Falhas focais - Reagiio em todag as fibras

51 Sim Falhas focais - Reacfio em todas as fibras

52 Sim Falhas focais . Reagfio em todas as fibras

53 Sim Falhas focais - Reacgdo em todas as fibras

54 Sim Falhas focais - Reacg#io em todas as fibras

55 Sim Falhas focais - Reac@io em todas as fibras
Tabela 2 — Continuagcdo.

clinica e bidpsim, notamoa que houve concordincia das biopsios musculares em 76,4% dos
cagos. Dos reslantes 23,6%, 10 casos de Duchenne foram inicialmente classificados como
Becker e trés Becker foram classificados como Druchenne. TUtilizando os Jdados da classificacdio
morfologleca da intensidade da reaclio verificamos, por andlise grifica estatistica através
do «ploty, que existe uma relacio entre a idade na época dAa avaliacios, tempo de doenca,
tdade de infcio, CK, LDH, aldolagse, transaminbse glutimico-pirtivica e a escala de Vignos
e Archibald. Verificamos que, guanto maior for a guantidade de distrofina, menos afeiados
estio 08 pacientes na escala de Vignos e Archibald, os sintomas se iniclan: mas tarde e as
enzimas séricas apresentam menores elevacies (Figs, §, 6, 7 ¢ 8), embora tenlia sido esta-
tisticamente significante somente com a idade (p< 0,001} e tempo de doenca (p<001),
utilizando o teste do qui-quadrado. Foram relacionados os niveis de distrofina com diversas
alteracbes histologicas encontradas nas biépsias e obtivemoes relacbes signifieantes com pro-
liferaclo de tecido conjuntivo (p<0,001), infiltracde por tecido adiposo (p<0,01), nucleos
internos (p<0.05), presenca de fibras hipertréficas (p< 0,05), hipertrofia de fibras do tipo 2
(p<0,06) e fibras angulares escuras atréificas na NADH-tetrazolium reductase (p<0,05).

COMENTARIOS

Com a descoberta da localizagio do gene da distrofia muscular de Duchenne
no locus cromossomial Xp2! e a caracterizacdo da distrofina 10.13,16.19, gqualquer mio-
patia por mutacio do gene nesse local deve ser considerada como variante da mesma,
como ocorre com a distrofia muscular de Becker, que pode ser considerada uma forma
alélica e com heterogeneidade fenotipica 21822, A partir da identificagio do produto
do gene desse locus cromossomial, foi possivel identificar morfologicamente e quan-
tificar a presenga da distrofina 1312, A distrofina constitui 0,0029 do total de pro-
teinas do musculo esquelético e é proteina com 3685 amino-acidos, constituida de 4
por¢bes. Tem algumas caracteristicas das proteinas estruturais da célula muscular,
como a spectrina e alfa-actina, embora possua em uma das por¢fes terminais uma
cadeia de 420 amino-icides, sem semelhanca com gqualquer outra proteina conhe-
cida 1036, A distrofina estd associada s jun¢des das triades com o sarcolema dos mus-
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culos esqueléticos, que tem importante funcio no controle da homeostase das fibras,
regulando a entrada dos ions calcio. Qualquer processo que altere esta fungdo, pode
determinar aumento intracelular dos ions cdlcio, ativando proteases (fosfolipase A),
causando dissolugdo das membranas internas e necrose da miofibrila. A distrofina
parece ter papel de suporte das triades, tdbulos T e sarcolema, sua deficiéncia sendo,
talvez, um dos determinantes da lesdo muscular 13

A auséncia de distrofina nos casos de distrofia muscular de Duchenne e defi-
ciéncia parcial ou focal nos casos de Becker veio permitir diagnostico diferencial
acurado de ambas 1114, Desde a descri¢ic de Becker, em 1955, de forma mais benigna
de distrofia muscular, com heranga semelhante 2 distrofia muscular de Duchenne,
surgiram dificuldades no diagndstico diferencial em alguns casos, levantando dividas
se eram entidades diferentes ou, forma mais branda da mesma doenga. Os pacientes
com distrofia muscular de Becker apresentam, comg fato comum, o inicio tardio dos
sintomas, deambulam por periodos mais longos e sdo menos afetados clinicamente que
aqueles com distrofia de Duchenne 517.21,23,26, As enzimas séricas estio bastante ele-
vadas nos pacientes mais jovens e se reduzem conforme aumenta a idade5.17.26, As
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biopsias musculares foram relatadas como semelhantes em ambas entidades 26, ou entido
que os casos de Becker possuiam alteractes idénticas as dos pacientes com Duchenne
estudados precocemente 17, Utilizando criterics diferentes para avaliagdo, alguns auto-
res acreditam que existe na distrofia de Becker maior quantidade de fibras hipertréficas
de ambos os tipos, fibras em segmentacio, fibras angulares atroficas, dreas de grumos
nucleares, fosfatase dcida aumentada no intersticio e nas fibras, maior nimero de
fibras positivas na fosfatase alcalina, com relativamente pouca necrose e fibrose endo-
misial, comparando aos casos de Duchenne5.21, No presente material, tivemos con-
cordédncia das bidpsias musculares e diagnostico clinico em 76,4% dos casos, utilizando
a técnica da imunofluorescéncia para distrofina,

Em 12 casos de distrofia muscular de Duchenn,e verificamos atividade residual
de distrofina em algumas fibras, parecendo corresponder aos casos catalogados como
<outlinersy na literatura 1114, Este grupc de pacientes diferencia-se dos casos de
Duchenne classicos por apresentar evolugio mais lenta, deambulande até os 15 ou 20
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anos de idade. Encontramos boa relagdo entre os achados clinicos e a quantidade
de distrofina presente nas bidpsias muscutares deste estudo, corroborado por investi-
gacOes publicadas recentemente 1L14, Quanto mais proximo do normal a distrofina
estiver, menor sera o déficit funcional e a alteracio laboratorial encontrada.

A técnica imuno-histoquimica e a deteccde da distrofina por outros métodos
foram empregadas quase exclusivamente em casos de Duchenne e Becker. Nos poucos
casos de maes portadoras de distrofia muscular de Duchenne que foram testadas
existiam fibras com deficiéncia de distrofina no meio de fibras normais e fibras com
falhas nas membranas, semelhantes as encontradas nos casos de Becker4. Foi rela-
tado que, em 3 casos de polimiosite, 5 de distrofia miotbnica, 5 de distrofia fascio-
-escapulo-umetral, I de distrofia muscular distal de Miyoshi, 1 de artrogripose muiltipla
congénita, 3 de escoliose idiopdtica, 1 de hipertermia maligna, 1 com deficiéncia do
horménio de crescimento e 3 com atrofia muscular espinhal, a distrofina testada pela
imunofluorescénceia era idéntica aos controles normais, exceto em um caso de distrofia
muscular congénita de FukuyamalB3. Através de técnicas para andlise do DNA e
Western-Blot, foi possivel diferenciar com seguranca dois casos de distrofia muscular
recessiva da infancia e detectar a presenga de uma distrofina anormal em familia
com mialgias e cdibras familiar ligada ao cromossoma X520, Estudos em outras
doengas musculares estio sendo realizados para verificar a acurdcia da reagdo imuno-
histoquimica e se revela fendmeno tipico das distrofias de Duchenne e Becker, bem
como a relagdo do tipo delecio génica e a qualidade da molécula de distrofina.

A deteccdo da distrofina nas bidpsias musculares tem importancia para um
diagndstico correto, permitindo emitir prognastico sobre a progressic da doenca e
para aconsclhamento genético, nfo infiuenciando atualmente no manejo clinico dos
pacientes, que devem continuar com a fisioterapia e medidas ortopédicas adequadas,
independentemente do diagnéstico. A esperanca é que futuros estudos nessa drea per-
mitam f{ornecer subsidios para um tratamento efetive das distrofias musculares.
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